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RESUMEN
El Herpes Virus Asociado al 
Sarcoma de Kaposi es causante de tres 
importantes patologías asociadas al 
SIDA, que en los últimos años han des-
encadenado importantes epidemias, 
siendo un objetivo primordial contar 
con técnicas altamente sensibles y es-
pecíficas para su detección y cuantifi-
cación, por tal razón nos enfocamos en 
optimizar una metodología molecular, 
la PCR en tiempo real (qPCR) donde 
me permita evaluar controles positivos 
para monitorear el diagnostico con-
fiable y oportuno, en el presente estu-
dio se evaluó dos controles, una línea 
celular BCBL-1 infectada con KSHV 
y un Plásmido con un Inserto de 330 
pb del ORF26 del KSHV por medio de 
una qPCR con sondas taqman en dos 
sistemas diferentes de detección (FAM-
TAMRRA y FAM-MGB), se optimizo 
cada reacción y se realizó una compa-
ración de la eficiencia donde se eligió 
la mejor para luego realizar una curva 
de calibración que me permita detec-
tar con alta sensibilidad y cuantificar 
el KSHV, obteniendo como resultado 
dos controles positivos; la línea celular 
BCBL-1  a una concentración de 2,8 x 
106 copias/ µL (cop/µL) y un plásmido 
con una concentración de 6,93 x 109 
cop/µL de KSHV, se obtuvo la optimi-
zación de las reacciones en ambos sis-
temas de sonda la cual presento mejor 
desempeño la sonda con marcación 
FAM-MGB con un 98% de eficiencia 
comparado con un 96% de eficiencia 
en el sistema FAM-TAMRRA, la curva 
de calibración se realizó con el sistema 
FAM-MGB presentando una sensibili-
dad de 1 copia total de genoma viral y 
un rango reportable desde 106 copias 
hasta 1 copia con una eficiencia de re-
acción de 99%.  
PALABRAS CLAVE: BCBL-1, Plás-
mido, qPCR, Sarcoma de Kaposi, Son-
das Taqman.
ABSTRACT
Kaposi’s Sarcoma Associa-
ted Herpes Virus is the cause of three 
important pathologies associated with 
AIDS, which in recent years have trig-
gered major epidemics, being a primary 
objective to have highly sensitive and 
specific techniques for their detection 
and quantification, for this reason we 
focused on optimizing a molecular me-
thodology, the real-time PCR (qPCR) 
where I can evaluate positive controls 
to monitor reliable and timely diagno-
sis, In the present study two controls, a 
BCBL-1 cell line infected with KSHV 
and a Plasmid with a 330 bp ORF26 in-
sert of KSHV were evaluated by means 
of a qPCR with taqman probes in two 
different detection systems (FAM-TA-
MRRA and FAM-MGB), Each reaction 
was optimized and a comparison of the 
efficiency was made where the best was 
chosen. Then a calibration curve was 
made which allows me to detect with 
high sensitivity and quantify the KSHV, 
obtaining as a result two positive con-
trols; the BCBL-1 cell line at a concen-
tration of 2.8 x 106 copies/ µL (cop/µL) 
and a plasmid with a concentration of 
6.93 x 109 cop/µL of KSHV, the opti-
mization of the reactions in both probe 
systems was obtained, which presen-
ted better performance the probe with 
FAM-MGB marking with 98% efficien-
cy compared to 96% efficiency in the 
FAM-TAMRRA system, the calibration 
curve was performed with the FAM-
MGB system presenting a sensitivity of 
1 total copy of the viral genome and a 
reportable range from 106 copies to 1 
copy with a reaction efficiency of 99%
KEY WORDS: BCBL-1, Plas-
mid, qPCR, Kaposi’s Sarcoma, Taqman 
Probes
INTRODUCCION 
El virus herpes asociado al 
sarcoma de Kaposi (KSHV) es un Her-
pes de ADN bicatenario perteneciente 
a la familia Herpesviridae, la partícula 
viral completa o virión está formada 
por un core central denso y una envol-
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tura lipídica de un tamaño de 100 a 150 
nm, el ciclo de vida viral comprende 
los programas virales latentes y líticos, 
el genoma de KSHV se mantiene en 
las células huésped como un episoma y 
durante la etapa latente pocos genes vi-
rales se expresan, el descubrimiento del 
virus fue detectando una secuencia de 
la proteína menor de cápside (ORF26) 
en lesiones de pacientes infectados. [1] 
Es agente etiológico de tres patologías 
importantes ampliamente asociadas a 
pacientes con SIDA; La Enfermedad 
Multicéntrica de Castleman (MCD), el 
Linfoma Primario de Efusión (PEL) y 
el Sarcoma de Kaposi (SK), [2] este úl-
timo es un tumor vascular localmente 
agresivo que generalmente se presenta 
con múltiples parches, placas o nódulos 
cutáneos, en cuanto a la frecuencia del 
SK se ha presentado un aumentado im-
portante en Europa y Estados Unidos 
durante la epidemia de SIDA [3] res-
pecto a la detección del KSHV la cuan-
tificación viral permite el seguimiento 
de la progresión de la enfermedad y la 
respuesta al tratamiento en SK, siendo 
útil para guiar el tipo o la duración de la 
terapia. [4] La qPCR proporciona una 
medida cuantitativa de la replicación 
lítica del virus, que se correlaciona con 
el riesgo de SK posterior [5] y es una 
herramientaa valiosa para monitorear 
la viremia, pero no está disponible en 
muchas partes del mundo. [6] En este 
trabajo proponemos una metodología 
que aspira a optimizar la técnica de 
PCR en tiempo real (qPCR) implemen-
tando dos tipos de sistemas de Sondas 
Taqman; FAM-TAMRA y FAM-MGB 
en el marco de lectura ORF26, la cual 
nos permita obtener un procedimiento 
altamente específico y sensible como 
herramienta para diagnosticar y cuan-
tificar ADN del KSHV en muestras 
Biológicas.
METODOLOGÍA 
El ADN viral se evaluó con 
dos controles positivos; 1) a partir del 
plásmido pks330 BAM el cual tiene un 
fragmento de 330 pb del ORF 26 del 
KSHV y 2) de un stock de ADN viral 
total proveniente de células BCBL-1 
portadoras de KSHV, obtenidas a tra-
vés del programa para la Investigación 
del SIDA del INS de Estados Unidos 
(NIH AIDS RESEARCH PROGRAM). 
Se realizó la extracción del ADN viral 
y plasmídico con kits comerciales In-
vitrogen™ Viral Mini Kit y Accuprep ® 
plasmid mini Bioneer respectivamente. 
El ADN viral de BCBL-1 y el plásmi-
do se cuantifico realizando diluciones 
1:15 en tris EDTA pH8 con un espec-
trofotómetro a una longitud de onda de 
260nm, se midió la pureza con la lectu-
ra de la relación 260/280 nm, obtenien-
do la concentración en ng/µL, Para el 
cálculo estimado de número de cop/µL 
del plásmido se utilizó herramientas in-
formática URI Genomics & Sequencing 
Center utilizando la concentración del 
ADN y la longitud del plásmido, para 
BCBL-1 se estimó las cop/µL partiendo 
de un consenso científico que cada cé-
lula tiene 80 copias virales, confirmán-
dose mediante una comparación con el 
plásmido cuantificado, las solución Ma-
dre fue de 2x106 cop/µL y soluciones de 
trabajo de 2x105 cop/µL para BCBL-1 y 
solución madre de 2x107 cop/µL y so-
lución de trabajo de 2x106 cop/µL para 
el Plásmido. Se diseñó los Primers y 
sondas con el Primer Express Software 
v3.0.1, se utilizó concentraciones ma-
dre de 200nM y soluciones de trabajo 
de 10nM, se realizó la verificación de 
los Primers y las sondas con el progra-
ma Primers BLAST NCBI y realizando 
amplificaciones de PCR con concentra-
ciones de ADN de 103 cop/µL, para la 
optimización de reacciones se realizó 
un diseño experimental; primero se 
optimizo la temperatura de Annealing 
de los Primers y sondas realizando am-
plificaciones de qPCR en un ciclador 
7500System Applied Biosystem usan-
do una concentración de ADN de 103 
y 104 cop/µL  testeando temperaturas 
de 57°, 58°, 53°, 56° y 60° C, luego se 
realizó un esquema con todas las po-
sibles combinaciones de los Primers 
utilizando tres concentración 100, 300 
y 900 nM para cada primer (Directo y 
Reverso) y dos concentraciones 125 y 
250 nM para las sondas (Fam-Tamrra 
y Fam- MGB), por último se realizó la 
elección de las dos combinaciones más 
eficientes para cada sistema de sondas, 
los criterios de selección fueron las re-
acciones que presentaban menor ciclo 
umbral (Ct) mayor delta ΔRn, mejor 
R2 y mejor eficiencia de reacción para 
realizar una curva de calibración que 
permita detectar y cuantificar el KSHV.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En la tabla 1 se observa las 
absorbancias y la concentración ob-
tenida para cada uno de los controles 
positivos realizadas con una dilución 
de 1:15 adicionando 8/µL de ADN + 
112 de Tris EDTA pH8. A 260 se mide 
la absorbancia de ácidos nucleicos, la 
relación de 260/280 para medir la pu-
reza del ADN y el volumen final de elu-
ción. La concentración del plásmido se 
obtuvo en base a su longitud en pares 
de bases (pb) y su concentración en ng, 
empleando la calculadora del centro de 
secuencia y genómica de URI [7]
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Cuantificación	de	ADN	y	Cálculo	de	cop/µL
Control + Dilución 260 nm  260/280 nm  Concentra ción (ng/µL) Volumen (µL) 
BCBL- 1 1:15  0,308  1,9  230  534  
Plásmido 1:15  0.210 1,86  29,7  80 
Tabla1. Resultados de las concentraciones de ADN.
Para el cálculo de cop/µL del Control BCBL-1 se parte de la concentración de obtenida 230 µg/µL, si se estima que 
una célula diploide tiene un peso de 6.6 picogramos (pg) y por consenso científico una célula de BCBL-1 tiene 80 copias vi-
rales [3] entonces tenemos:
   
6.6 pg ----------------- 1 Célula (80 cop de KSHV) 
230000 pg/µL------- X= 2,8 x 106 copias / µL  
Control Concentración (cop/ µL) 
BCBL-1 2,8 x 10 6 
Plásmido 6,93 x 10 9 
Tabla 2. Copia/µL de controles positivos
QUÍMICA FRAGMENTO DIRECCIÓN SECUENCIAS DE CEBADORES Y SONDAS –  MARCACIÓN 
TAQMAN
MGB 
ORF 26  
Directo CO1 (8-28) GCAGTGCTACCCCCAKTTTTT
Reverso CO2 (66-48) CCGTTGGATTCGAGCACAA  Sonda CO Probe (31-47) FAMCCGAAAGGATTCCACCMGB-NFQ
TAQMAN 
con 
Quécher 
(TAMRA)
ORF 26  
Directo CO1 (8-28) GCAGTGCTACCCCCAKTTTTT 
Reverso CO (80-61) ACACGAKGTCAAATCCGTTGGA- 
Sonda Probe FTCO (31-46) FAM5´CCGAAAGGATTCCACC3´TAMRA
Tabla 3. Primes y sondas. Se describen los Primers y sondas diseñados para la amplicación del ORF 26.
Comparación del plásmido y BCBLZ
Fig. 1 Comparación de los controles positivos. Se observa la amplicación por qPCR de los controles positivo; 
(B) BCBL-1 y (P) plásmido para comparar su concentración en cop/µL
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Los resultados de BCBL-1 se obtienen a partir de una curva del plásmido de 4 puntos en diluciones seriadas de 1:10 
desde 105 hasta 102 cop/µL, donde observamos una similitud entre los resultados de cada uno de los controles, se observa 
una diferencia de 0,5 Ct en cada control, resaltando la falta de optimización en las reacciones de qPCR, esta prueba se realiza 
para verificar los cálculos de las concentraciones en cop/µL.
Fig. 2 Amplicación del ORF 26 con el control BCBL-1. se amplico tres diluciones 104, 103 y 102 cop/µL,
evaluando la eciencia de las reacciones en los dos sistemas de sondas taqman.
Los resultados obtenidos en la optimización de las reacciones de qPCR como se muestran en la figura 2. A) obser-
vamos la reacción con la sonda taqman Fam-MGB con concentraciones de Sonda 125 nM, Primer F 900 nM y R 900 nM 
donde se obtuvo el mejor valor de Ct de 29,7 para 102 cop/µL, un R2 de 0,98 y una eficiencia del 98% con un desvió estándar 
de 0.01. B) se muestran los resultados de la reacción con la sonda taqman Fam-Tamrra con concentraciones de Sonda 125 
nM, Primers F 300 nM R 900 nM Se obtuvo el segundo menor valor de Ct 31,3 en 102 cop/µL, un R2 de 0,96 una eficiencia de 
96% con una desviación estándar de 0.15. Las temperaturas de Annealing de los primer en la cual presento mejor eficiencia 
fue de 52°C.
Fig. 3 Amplicación del ORF 26 del Control BCBL-1. Se muestran los resultados de una curva
de amplicación desde 106 hasta 1 cop/totales
La reacción de amplificación por qPCR obtenida con el control de BCBL-1 con el sistema de sonda taqman Fam-
MGB fue optimizada como se observa en la Fig. 3, detectando hasta 1 copia viral, esto indica que tiene una alta sensibilidad y 
un amplio rango de cuantificación para el SKHV, la reacción presenta valores de Eficiencia de 99%, y un R2 de 0,99.
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CONCLUSIONES
En el presente estudio se pro-
puso varios objetivos que fueron alcan-
zados de forma satisfactoria, la obten-
ción y cuantificación de dos controles 
positivos (BCBL-1 y pks330 BAM)  que 
permitirán evaluar la sensibilidad de 
las técnicas moleculares en estudios 
posteriores, diseñar oligonucleótidos 
específicos para la el ORF 26 de KSHV 
con dos sistemas de sondas, la optimi-
zación de dos reacciones de qPRC con 
sistemas taqman con eficiencias arri-
ba del 98% y una curva de calibración 
con ADN de HSHV de origen celular 
(BCBL-1) que permite detectar y cuan-
tificar el KSHV en muestras biológicas 
con una sensibilidad de detección de 
una copia viral y un rango dinámico de 
106 hasta 1 copias totales.
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Resumen
En los lugares cerrados y alta-
mente transitados existen altas probabi-
lidades de contagio con el virus SARS-
CoV-2 y de contraer la enfermedad 
COVID-19, la cual ha sido causante de 
una emergencia sanitaria sin preceden-
tes a nivel global. Uno de las rutas de 
contagio es el contacto con superficies 
contaminadas con el virus, por lo que 
se han establecido protocolos de desin-
fección periódica de superficies en lu-
gares públicos. La empresa Multinsa, en 
colaboración con la Universidad de los 
Andes, desarrolló un desinfectante con 
un componente nanotecnológico que 
permite prolongar su acción antimicro-
biana.  Para comprobar su eficacia, se 
evaluó su capacidad antimicrobiana y 
antiviral, así como el tiempo de perma-
nencia en superficies. Si bien su poder 
antimicrobiano y antiviral es similar al 
de desinfectantes convencionales como 
el hipoclorito de sodio, su permanencia 
extendida en diversos tipos de superfi-
cies ofrece una gran ventaja competiti-
va en la prevención del contagio con el 
virus.
Palabras claves:Desinfectante, 
COVID, Nanotecnología
Abstract
In closed and highly traffic-
ked places there are high probabilities 
of contagion with the SARS-CoV-2 vi-
rus and of contracting the COVID-19 
disease, which has caused an unprece-
dented global health emergency. One of 
the routes of contagion is contact with 
surfaces contaminated with the virus, 
which is why protocols for periodic 
disinfection of surfaces in public pla-
ces have been established. The Multin-
sa company, in collaboration with the 
Universidad de los Andes, developed a 
disinfectant with a nanotechnological 
component that allows its antimicro-
bial action to be prolonged. To check its 
efficacy, its antimicrobial and antiviral 
capacity was evaluated, as well as the 
residence time on surfaces. Although 
its antimicrobial and antiviral power is 
similar to that of conventional disinfec-
tants such as sodium hypochlorite, its 
extended permanence on various types 
of surfaces offers a great competitive 
advantage in the prevention of conta-
gion with the virus.
Keywords: Disinfectant, COVID, 
Nanotechnology
Introducción 
El SARS-CoV-2 es un co-
ronavirus, causante de la enfermedad 
COVID-191. Su alta tasa de contagio 
ha dado lugar a una pandemia sin pre-
cedentes en la historia más reciente. 
Esto ha ocasionado miles de muertes a 
nivel mundial. Es así como para finales 
de Julio de 2020, la cifra de muertos ya 
había superado las 640.000 personas2. 
Debido al alto riesgo para las personas, 
muchos países, incluyendo a Colom-
bia, impusieron medidas encaminadas 
a mitigar la propagación del virus en 
la población, tales como la cuarente-
na3. En Bogotá, la cuarentena comen-
zó el 20 de Marzo, 5 días antes que en 
la mayoría del país, sin embargo, solo 
esta ciudad alberga la tercera parte del 
total de casos reportados4. Los espa-
cios cerrados por los que transitan mu-
chas personas, tales como el sistema de 
transporte público masivo, son lugares 
en los que la probabilidad de contagio 
es extremadamente alta y puede alcan-
zar valores de hasta el 95% bajo ciertas 
condiciones5. En un intento por dismi-
EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIBACTERIANA Y ANTIVIRAL DEL DESINFECTANTE 
RSE-19
EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL AND ANTIVIRAL CAPACITY OF THE RSE-19 
DISINFECTANT
Sebastián Ortíz1, Johann F. Osma1, Juan C. Cruz2, Neils Leal3, Mateo Herreño3, Alexandra Rueda3,4, Nilson 
Ahumada3
1 CMUA. Departamento de Ingeniería Eléctrica y Electrónica. Universidad de los Andes. Carrera 1E#19A-40, 
Bogotá, Colombia, js.ortiz10@uniandes.edu.co, jf.osma43@uniandes.edu.co
2 Departamento de Ingeniería Biomédica. Universidad de los Andes. Carrera 1E#19A-40, Bogotá, Colombia, 
jc.cruz@uniandes.edu.co
3 Multinsa 1A SA, Departamento de Investigación, Desarrollo e Innovación, neils.leal@multinsa.com,
mateo.herreno@multinsa.com, alexandra.rueda@multinsa.com, nilson.ahumada@multinsa.com
4 Biosphere Colombia, Centro de Investigación, Departamento de Investigación,
biosphere@biospherecolombia.com
Revista Gram Positivos 3ra. Edición. Vol 3, No. 1. Agosto, 2020
40 | Vol 3 | 2020
Revista Gram Positivos 3ra. Edición. Vol 3, No. 1. Agosto, 2020
nuir la tasa de contagio en dichos luga-
res, se hacen desinfecciones exhaustivas 
periódicamente con compuestos como 
el hipoclorito de sodio. Esto permite 
reducir la carga viral existente en las 
superficies, lo que resulta en la dismi-
nución de la probabilidad de contagio 
indirecto entre los transeúntes. Desin-
fectantes basados en sales de amonio 
cuaternarias6,7 y clorhexidina8,9 han 
demostrado tener actividad antimicro-
biana y antiviral contra múltiples virus 
incluyendo aquellos con y sin envol-
tura. Con el ánimo de apoyar la lucha 
contra la propagación de este virus, la 
empresa Multinsa desarrolló un desin-
fectante basado en dichos compuestos. 
Teniendo en cuenta la necesidad de 
lograr un efecto de acción prolongada, 
se adicionó un componente nanotecno-
lógico que permite incrementar la per-
manencia del desinfectante en varios 
tipos de superficies. 
El objetivo de este trabajo fue 
comprobar la capacidad antibacteriana 
y antiviral del desinfectante, así como 
su permanencia en diferentes tipos de 
superficies en donde es posible encon-
trar el virus. 
Metodología
El desinfectante y demás 
reactivos fueron utilizados sin purifica-
ción o esterilización previa y siguiendo 
las instrucciones de uso que sugiere el 
fabricante a menos de que se indique 
lo contrario. Los medios de cultivo y 
material de vidrio fueron esterilizados 
en una autoclave a 121°C durante 30 
minutos. La acción antibacterial del 
desinfectante fue comprobada con un 
ensayo de concentración mínima in-
hibitoria por microdilución (MIC) en 
cepas de Escherichia coli, Staphylococ-
cus aureus, Pseudomonas aeruginosa 
y Salmonella spp. cultivadas en caldo 
Luria-Betani (LB) a 37°C. Para ello se 
preparó un inóculo bacteriano con 1 
mL de una suspensión bacteriana a una 
densidad óptica a 620 nm (DO620) de 
0,2. A continuación la suspensión es 
centrifugada a 1800 rpm durante 5 min 
a 4°C, se retira el sobrenadante y el pe-
llet se lava con 1 mL de buffer HEPES 
(pH = 7,01) 2 veces. Posteriormente se 
resuspende en 1 mL de buffer y se reali-
za una dilución de 1:1000 para obtener 
una concentración de aproximadamen-
te 5 ufc/mL.
En un pozo de microplaca se 
sirven 50 µL de la dilución correspon-
diente de un tratamiento, posterior-
mente se adicionan 50 µL de la suspen-
sión bacteriana y se deja incubar a 37°C 
por 4 horas. A continuación fueron 
sembradas 9 diluciones seriadas, cada 
una con la mitad de la concentración 
de la anterior (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 
1:64, 1:128, 1:256, 1:512). Subsecuente-
mente se adicionaron 100 µL de caldo 
LB y se incubó por 24 horas. Pasado 
este tiempo, se midió la DO620 en un 
espectrofotómetro. Se reporta como 
MIC la concentración mínima a la cual 
se evidencia la inhibición del creci-
miento bacteriano. Como control po-
sitivo se utilizó penicilina y como con-
trol negativo buffer HEPES pH=7,01. 
Se aplicaron las pruebas estadísticas F 
(para comprobar homocedasticidad) y 
t (para comparar sets de datos) como 
se sugiere en la literatura.1 Se consi-
deró inhibición del crecimiento a todo 
DO620 cuyo intervalo de confianza 
(95%, n=3) contenga al valor de DO 
correspondiente al control positivo. 
La acción antiviral fue pri-
mero evaluada en bacteriófagos por 
el centro de investigaciones microbio-
lógicas de la universidad de los Andes 
(CIMIC) en Bogotá, usando como mo-
delo el fago 6.1, el cual es activo contra 
E. coli. El fago y la cepa E. coli 6 usados 
hacen parte de la colección del CIMIC 
y son conservados a -80°C. Para ello 
se mezclaron 4,5 mL de buffer SM, 0,1 
mL de suspensión 1010 UFP/mL del 
fago (concentración final de 108 UFP/
mL) y 0,5 mL del desinfectante dilui-
do adecuadamente para alcanzar una 
concentración final de 1/100, 1/1000 
o 1/10000. Como control negativo se 
usó buffer SM. El título de fagos fue 
monitoreado a los 0, 5, 15 y 24 minu-
tos, empleando la metodología de spot. 
Para ello se mezcló un medio con baja 
concentración de agarosa (agar soft) y 
un cultivo de la bacteria hospedera del 
fago e inmediatamente se sirvió sobre 
una caja de Petri con medio de creci-
miento y se permitió la solidificación 
del agar soft. A cada intervalo de tiem-
po se toma una muestra de 0,5 mL de 
la mezcla fago/desinfectante a analizar 
y se centrifuga a 13.000 rpm. Posterior-
mente, se tomaron 0,1 mL del sobrena-
dante y se realizaron diluciones seria-
das 1:10 en buffer SM. Cada dilución se 
sembró por triplicado en la superficie 
del agar soft con bacteria previamente 
preparado y se incubó a 37°C durante 
24 h.
La evaluación de la actividad 
antiviral contra SARS-CoV-2 fue reali-
zada por el grupo de inmunovirología 
de la universidad de Antioquia. Para la 
permanencia en superficies, el desin-
fectante fue aplicado de acuerdo a las 
instrucciones de uso recomendadas por 
el fabricante en superficies de plástico, 
papel moneda, vidrio, acero inoxidable 
y tela. La permanencia fue evaluada a 
las 0, 0,25, 4, 8, 24, 30, 48, 72, 96 y 120 
horas. Para ello se agregaron 100 µL de 
glutaraldehído (1%) y, tras 5 min, se re-
tiro el exceso y se realizaron 2 a 3 lava-
dos con agua tipo 1.  A continuación, se 
agregaron 100 µL de una suspensión de 
lacasa y se dejó en contacto durante 15 
minutos, tras lo cual se retiró el exce-
so de líquido y se realizaron 2 lavados 
con agua tipo 1. Esto permitió conjugar 
químicamente las moléculas de lacasa 
al componente nanotecnológico incor-
porado en el producto. Finalmente se 
adicionaron 100 µL de ABTS (1%) en 
buffer de pH = 4 y se observó a los 15 
minutos. De estar presente la lacasa hay 
un cambio de color observable de in-
coloro a verde, lo que al mismo tiempo 
indicaría la permanencia del desinfec-
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tante en la superficie de estudio.
La actividad antimicrobiana 
fue confirmada por pruebas realizadas 
de manera independiente por Labora-
torios M&G S.A.S, mientras que la ac-
tividad residual se llevó a cabo por la 
empresa Ingeniería Química especiali-
zada MK.
Resultados y Discusión
Para determinar el valor de 
MIC para cada cepa se calculó una 
DO620 con un intervalo de confianza 
del 95% y se evaluó si el valor de DO 
correspondiente al control positivo 
estaba contenido en dicho intervalo. 
Se considera que la concentración co-
rresponde con el MIC si el OD620 del 
control positivo está contenido en el 
de dicha concentración, pero no en el 
intervalo de confianza de la dilución 
siguiente. Mientras que la concentra-
ción mínima inhibitoria para E. coli y 
S. aureus fue de 1:28, el crecimiento de 
P. aeruginosa y Salmonella spp. se vió 
inhibido desde la dilución 1:29.  El aná-
lisis posterior llevado a cabo por parte 
de Laboratorios M&G S.A.S demostró 
que el producto tiene concentración 
mínima inhibitoria de 50 g/L, concen-
tración mínima bactericida de 100 g/L 
y concentración mínima antifúngica de 
25 g/L. Por otra parte, se demostró que 
se requiere un tiempo de exposición 
mínimo de 10 minutos para asegurar la 
eliminación total de las bacterias y le-
vaduras evaluadas en superficies como 
el acero.
Una primera aproximación 
para la comprobación de la actividad 
antiviral consistió en el uso de bacterió-
fagos como modelo viral, debido a la fa-
cilidad de su manipulación. Siguiendo 
la metodología previamente descrita, 
se comprobó el efecto del desinfectan-
te sobre un bacteriófago activo contra 
E.coli. El titulo viral de fagos fue redu-
cido en un orden de magnitud al ser 
tratado con la dilución 1/100, tras 15 
minutos de contacto. Sin embargo, a los 
24 minutos esta concentración produjo 
una reducción de 4 ordenes de magni-
tud y las otras dos diluciones produje-
ron una reducción de 1 orden de mag-
nitud. Una segunda prueba, evaluando 
tiempos más prolongados arrojó que 
los efectos de la dilución 1/100 se man-
tenían en periodos de hasta 24 h, mien-
tras que el titulo de los fagos tratados 
con la dilución 1/1000 volvía a ser igual 
al control negativo 4 horas después del 
contacto. 
La acción antiviral en un mo-
delo de SARS-CoV-2 fue confirmada 
con una concentración de 20 g/L y un 
tiempo de contacto de 30 minutos, en 
solución. Teniendo en cuenta los resul-
tados de las pruebas, el desinfectante 
RSE-19 se puede clasificar como un 
desinfectante de nivel bajo10, de acuer-
do a los lineamientos del ministerio de 
salud, debido principalmente al tiem-
po de contacto que requiere para tener 
efecto.
Posteriormente, se procedió 
a evaluar el tiempo de permanencia 
en superficies del desinfectante. Para 
ello se realizó una prueba enzimática 
sobre moléculas de lacasa conjugadas 
a los componentes nanotecnológicos 
del producto. La actividad de la lacasa 
puede ser detectada fácilmente con el 
uso de un sustrato cromogénico, como 
el ABTS, el cual se torna de color verde 
intenso al ser oxidado por la lacasa. A 
través de esta técnica fue posible com-
probar la permanencia del desinfectan-
te por periodos de hasta 120 horas en 
diferentes superficies, como se muestra 
en la tabla 1.
Tabla 1. Pruebas de adherencia
del RS-19 en diferentes supercies
Superficie Tiempo de permanencia (h)
Tapabocas 120 
Bata 
Desechable 120 
Vidrio 120 
Plástico 120 
Acero 8 
Actualmente, el principal 
agente desinfectante utilizado en luga-
res altamente transitados, tales como 
los sistemas de transporte público, es 
el hipoclorito de sodio. Este también 
se encuentra clasificado como un des-
infectante de nivel bajo por el minis-
terio de salud10, por lo que su poder 
desinfectante es comparable con el 
producto RSE-19 desarrollado en este 
trabajo. Sin embargo, este último tiene 
una ventaja adicional y es su tiempo de 
permanencia en las superficies. Como 
se demostró anteriormente, el desinfec-
tante RSE-19 puede permanecer en di-
versas superficies por hasta 120 horas, 
además, puede ser aplicado de forma 
segura en superficies de acero inoxida-
ble, ya que no es corrosivo ni produce 
daños al material. Este no es el caso del 
hipoclorito de sodio, cuyos principios 
pueden desatar procesos de corrosión.
Conclusiones 
El alto tiempo de permanen-
cia, la baja toxicidad y su efectividad 
comparable con la de otros desinfec-
tantes convencionales, sugieren que el 
RSE-19 podría ofrecer una mayor pro-
tección contra la posibilidad de trans-
misión indirecta de COVID mediada 
por el contacto con superficies infecta-
das.
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